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A implantação embrionária humana é um processo extremamente complexo 
que requer habilidade do embrião de se implantar no útero e receptividade 
adequada do endométrio materno. O progresso nos estudos das moléculas 
HLA-E e HLA-G levantou dados importantes quanto à função dessas moléculas 
na interface materno-fetal e suas possíveis interações com receptores 
inibidores de células NK que resultariam numa regulação negativa da resposta 
imune materna, auxiliando a manutenção do feto durante o período gestacional. 
O presente trabalho estimou e comparou as freqüências alélicas, genotípicas e 
haplotípicas de HLA-E e HLA-G observadas em um grupo de casais pacientes 
submetidos a tratamento de reprodução assistida e em um grupo de casais 
controles férteis. Foram analisados, pela técnica de sequenciamento de DNA, o 
exon 3 de HLA-E, e os exons 2, 3 e 4 de HLA-G. Cada amostra foi alinhada 
com as seqüências genômicas de alelos oficiais e cada SNP foi individualmente 
anotado. Deste modo foi possível identificar os dois alelos presentes em cada 
indivíduo. As freqüências alélicas, genotípicas e haplotípicas foram comparadas 
(dentro de cada grupo e entre grupos) pelo método de χ2 (qui-quadrado) e teste 
exato de Fisher. No presente trabalho os resultados das comparações entre os 
diferentes grupos (pacientes e controles, sexo feminino e sexo masculino, 
sucesso e insucesso do tratamento de reprodução assistida) sugerem que o 
alelo HLA-E*01:01 atua como um fator facilitador e os haplótipos HLA-G* 
01:01:01 - HLA-E*01:01 e HLA-G*01:01:02 - HLA-E*01:01 poderiam atuar como  
fatores facilitadores (efeito protetor) no processo de concepção natural e 
conseqüente sucesso da gravidez, enquanto o alelo HLA-E*01:03 atua como 
um fator de risco e os haplótipos HLA-G* 01:01:03 - HLA-E*01:01 e HLA-
G*01:01:02 – HLA-E*01:03 poderiam atuar também como fatores de risco 
(efeito de susceptibilidade).  
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1. INTRODUÇÃO                                                                                                               
 
A tecnologia da reprodução assistida (ART) inclui todos os tratamentos que 
envolvem a manipulação de óvulos ou espermatozóides fora do organismo. A 
ART é usualmente referida como fertilização in vitro, apesar de existirem outras 
formas de ART como a transferência intra-falopiana de gameta (GIFT), 
transferência intra-falopiana de zigoto (ZIFT) e transferência embrionária tubal 
(TET). A infertilidade é definida como a incapacidade de concepção de um 
casal após 12 meses de atos sexuais freqüentes sem proteção. Mulheres que 
nunca conceberam são classificadas como inférteis primárias, enquanto 
mulheres que conceberam previamente, porém são incapazes de conceber o 
segundo filho, são classificadas como inférteis secundárias (GOLDBERG et al., 
2007). 
As estratégias de tratamento da infertilidade que não são consideradas 
formas de ART incluem: indução ovulatória, que consiste na estimulação de 
desenvolvimento de multi-folículos com o uso de medicação oral ou injetável 
sem captura de oócitos e inseminação intra-uterina, que envolve a manipulação 
dos gametas masculinos fora do organismo. Antes do procedimento de 
reprodução assistida deve ser realizada uma avaliação prévia em mulheres com 
suspeita de desordens reprodutivas como amenorréia e oligomenorréia, 
doenças tubais, endometriose, tratamento quimioterápico anterior, e atual 
tratamento com quimioterapia ou radiação pélvica. Em mulheres com idade 
superior a 35 anos deve ser realizado tratamento, devido ao decaimento da 
fecundidade com o aumento da idade materna (PAULI et al., 2009). 
A implantação embrionária humana é um processo extremamente complexo 
que requer habilidade do embrião de se implantar no útero e receptividade 
adequada do endométrio materno. Diversas evidências mostram que durante 
este processo, tanto o embrião quanto o endométrio estimulam adaptações no 
sistema imune materno para o estabelecimento de uma gravidez viável. Nas 
duas últimas décadas, com a identificação dos genes HLA (antígeno 
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leucocitário humano) de classe IB, com enfoque em HLA-G, foi ampliado o 
entendimento da imunomodulação durante a reprodução humana, seja durante 
uma gravidez normal ou patológica ou durante a implantação embrionária 
(FANCHIN et al., 2007). 
Devido ao fato de HLA-G estar envolvido na gravidez, o levantamento de 
hipóteses da utilização de HLA-G como possível ferramenta diagnóstica, 
prognóstica e terapêutica tornou-se intenso, visto o aumento no número de 
publicações: 10 em 1989 e 300 em 2007 (CAROSELLA et al., 2008b).  
A produção de HLA-G por embriões pré-implantacionais pode estar 
envolvida em mecanismos de garantia do estabelecimento correto de 
comunicação na interface materno-fetal e posterior sucesso na implantação.  A 
possibilidade de identificar a produção de HLA-G por embriões criaria novas 
possibilidades de melhoramento dos tratamentos por fertilização in vitro (FIV), 
especificamente com enfoque na seleção de embriões e redução nas taxas de 
insucesso de implantação. Formas solúveis da molécula HLA-G e sua detecção 
através do sangue materno, antes da ovulação, parecem estar também 
relacionadas à implantação embrionária por promoverem receptividade 
endometrial. Os mecanismos que envolvem todo este processo permanecem 
desconhecidos, e conseqüentemente estimulam realização de estudos para que 
se possa esclarecer e refinar a informação quanto à relação entre HLA-G 
(função, expressão e polimorfismos) e mecanismos reprodutivos (HVIID et al., 
2002; FANCHIN et al., 2007; ARUNA et al., 2010; REBMANN et al., 2010). 
O aprimoramento da informação acerca de HLA-G permitiria não só a 
geração de novos conhecimentos da função do gene e produto protéico no 
contexto da reprodução humana (implantação, abortos recorrentes, pré-
eclampsia), mas também a compreensão da possível atuação do mesmo em 
diversas situações fisiológicas e/ou patológicas, como mecanismos 
inflamatórios, doenças auto-imunes, câncer, entre outros (LARSEN & HVIID, 
2009). 
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Apesar dos estudos de imunomodulaçao durante a gravidez terem focado 
esforços em HLA-G, as moléculas HLA-E e HLA-F também se expressam no 
trofoblasto extraviloso que invade a decídua materna. Considerando as funções 
individuais de cada molécula HLA na compreensão do comportamento da 
imunidade materna durante a gravidez, a realização de estudos combinados 
acerca dos efeitos interativos das três moléculas pode obter resultados 
esclarecedores. Em trabalhos recentemente publicados foram constatadas 
possíveis interações entre HLA-G, HLA-E e células NK (natural killer) resultando 
numa regulação negativa da resposta imune materna, auxiliando a manutenção 
do feto semialogênico durante o período gestacional (STRONG et al., 2003). 
Portanto, o estudo de polimorfismos de HLA-E permitiria obtenção de maiores 
informações da molécula em si, sua função na implantação e maior 
entendimento dos mecanismos imunológicos durante a gravidez (LLANO et al., 
1998; ISHITANI et al., 2003; ISHITANI et al., 2006). 
Numa tentativa de buscar novos esclarecimentos sobre HLA-G e HLA-E, o 
presente estudo teve como objetivo verificar se existe associação entre os 
polimorfismos dos genes HLA-G e HLA-E com o sucesso ou falha 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1. Fertilização in vitro  
 
O desenvolvimento da fertilização in vitro (FIV) desde o nascimento do 
primeiro bebê de proveta há 25 anos, foi consideravelmente grande. 
Primordialmente tratava-se de uma técnica indicada para mulheres com 
infertilidade decorrente de fatores tubais, e atualmente sua indicação é para o 
tratamento de última instância para qualquer causa de infertilidade nas quais 
terapias convencionais falham ou apresentam pouco sucesso. Uma maior 
compreensão das necessidades nutricionais e ambientais de oócitos e 
embriões permitiram o avanço nas condições de cultura dos mesmos, 
contribuindo conseqüentemente para uma maior taxa de sucesso de gravidez 
por FIV (GOLDBERG et al., 2007).  
A técnica de FIV inicialmente era baseada na utilização de um único folículo 
ovariano produzido durante um ciclo menstrual natural, sendo uma técnica 
ineficiente com taxas de gravidez baixas. Decorrente de tal ineficiência, novos 
protocolos foram desenvolvidos mundialmente visando induzir a maturação de 
múltiplos folículos ovarianos através da utilização de gonadotrofina via 
parenteral. O protocolo de estimulação para cada paciente deve ser 
selecionado baseado em dados como: idade; causa da infertilidade; reserva 
ovariana e priorização do histórico de tratamentos da paciente. Deve ainda 
minimizar custos e riscos e maximizar as chances de sucesso da implantação e 
gravidez. Existem diversos protocolos básicos para o estímulo de uma 
“superovulação”, dentre eles um protocolo padrão que se baseia em três 
etapas: a) administração diária via subcutânea de análogo do hormônio 
liberador de gonadotrofina (GnRH) iniciada em torno do vigésimo primeiro dia 
do ciclo menstrual para induzir supressão pituitária que usualmente é alcançada 
em 10 a 14 dias; b) administração diária via subcutânea de hormônio folículo 
estimulante (FSH) recombinante após a supressão pituitária durante 10 a 14 
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dias; c) administração subcutânea de uma única dose de gonadotrofina 
coriônica humana (HCG) após o folículo alcançar um tamanho maduro superior 
a 14 mm (PAULI et al., 2009). 
A recuperação do oócito é realizada através de aspiração por agulha guiada 
por ultra-som transvaginal, com sedação consciente, 34 a 38 horas após a 
administração de gonadotrofina coriônica humana. O fluido folicular obtido é 
examinado para a captura de oócito acompanhado de massa acumulada de 
células granulosas, sendo que usualmente são capturados cerca de 10 a 20 
oócitos. Estes são então colocados em meio de cultivo baseado em fluido de 
tubo falopiano humano e incubados a 37ºC. Cerca de 100.000 a 200.000 
espermatozóides são acrescentados aos oócitos, ou injeção direta de um único 
espermatozóide em um oócito através de injeção intracitoplasmática. A 
fertilização pode ser observada após 12 a 20 horas através da presença dos 
pro núcleos feminino e masculino (GOLDBERG et al., 2007).    
Os embriões com melhor grau morfológico serão selecionados para a 
transferência no útero três dias após a recuperação de oócito e conseqüente 
fertilização, cujo procedimento é realizado com o auxílio de um cateter flexível 
transcervical. A administração de progesterona exógena é realizada após a 
transferência a fim de complementar a aceitação do endométrio ao embrião 
implantado. Sua administração pode ser via intramuscular ou formulações 
vaginais, durante a fase lútea e até a oitava à décima semana de gestação. Um 
diversificado número de procedimentos técnicos (figura 1) é realizado para 
garantir alta taxa de sucesso e reduzir os riscos da FIV como injeção 
intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI), auxílio no desprendimento do 
embrião da zona pelúcida, diagnóstico genético pré-implantacional (DGP), 
maturação in vitro (MIV) e criopreservação de oócitos e de tecido ovariano 
(PAULI et al., 2009).    
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Figura 1. Tecnologia de reprodução assistida. A figura ilustra: o processo padrão de 
fertilização in vitro; a maturação in vitro do oócito; a injeção intracitoplasmática de 
espermatozóide; o auxílio na retirada da zona pelúcida; a transferência do embrião. Fonte: 
GOLDBERG, FALCONE e ATTARAN (2007). 
 
2.2 MHC HUMANO  
2.2.1. Definição e Histórico 
 O MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) foi primeiramente 
descrito em camundongos sendo constituído de genes denominados H2 e os 
produtos desse locus gênico representavam a principal barreira imunológica 
aos transplantes de aloenxerto (DUNHAM et al., 1987). Na década de 1950  
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Jean Dausset, Jan van Rood, Rose Payne e colaboradores demonstraram que 
pacientes que apresentavam rejeição de rins transplantados ou reação a 
transfusões de leucócitos geralmente apresentavam anticorpos circulantes 
reativos aos antígenos presentes nos leucócitos do sangue ou do órgão do 
doador. Os aloantígenos são expressos em leucócitos humanos e foram então 
denominados de antígenos leucocitários humanos (HLA) e são equivalentes as 
moléculas H-2 dos camundongos (TERASAKI, 1960). O MHC humano foi 
descoberto como um lócus extenso constituído de genes altamente polimórficos 
e polialélicos que determinavam o resultado de transplantes de órgãos entre 
pessoas diferentes. Atualmente sabe-se que o papel biológico principal do MHC 
é a apresentação de antígenos aos linfócitos T.  Os genes MHC são expressos 
de forma co-dominante em cada indivíduo e são considerados os genes mais 
polimórficos e polialélicos do genoma. Existem dois tipos principais de produtos 
gênicos do MHC, chamados de moléculas de classe I e moléculas de classe II. 
As moléculas de classe I apresentam peptídeos aos linfócitos citolíticos CD8+ e 
as moléculas de classe II apresentam peptídeos às células T auxiliares CD4+. 
Os antígenos são processados na forma de peptídeos e então apresentados 
por moléculas MHC, que auxiliam desta forma os linfócitos T a reconhecerem a 
presença de agressores (como fungos, bactérias, vírus) e alterações celulares 
(como neoplasias) (ABBAS e LICHTMAN, 2005; THORSBY, 2009). 
 
2.2.2. Organização Genômica e Estrutura das Moléculas do MHC  
O MHC humano ocupa um grande segmento de DNA, estendendo-se por 
aproximadamente 4.000 quilobases (kb) e localiza-se no braço curto do 
cromossomo 6. Por se estender por 4 centimorgans, a freqüência de ocorrência 
de crossing-over por meiose é de aproximadamente 4%. O conjunto de alelos 
do MHC presentes em cada cromossomo é denominado de haplótipo MHC e 
cada indivíduo apresenta dois haplótipos, um de origem materna e outro de 
origem paterna. Os genes das classes I e II do MHC apresentam o mesmo 
padrão de organização intron-exon, onde o primeiro exon codifica a seqüência 
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de sinalização, cada segmento extracelular é codificado por um exon diferente 
com aproximadamente 90 aminoácidos e as regiões transmembrana e 
citoplasmática são codificadas por vários exons pequenos. Cada molécula do 
MHC consiste em: uma fenda (sulco) extracelular que liga os peptídeos, um par 
de domínios semelhantes a imunoglobulinas (Igs) e domínios transmembrana e 
citoplasmático que lhe permitem ancoragem na membrana celular. Os resíduos 
de aminoácidos polimórficos das moléculas do MHC estão localizados no 
domínio de ligação de peptídeos (PARHAM, 2001). O MHC é dividido em três 
regiões: Classe I, Classe II e Classe III. 
 
• Classe I:  
Os genes da classe I encontram-se próximos a região telomérica do MHC. 
Os genes HLA clássicos ou classe IA são: HLA-A, HLA-B e HLA-C. Existem 
muitos genes nesta região que são denominados de semelhantes à classe I, 
pois lembram os genes da classe I, porém apresentam pouco ou nenhum 
polimorfismo, e são denominados de genes de classe IB. As moléculas de 
classe I se expressam associadas a β2-microglobulina, que é codificada por um 
gene localizado no cromossomo 15. Dentre as moléculas da classe IB tem-se o 
HLA-G, HLA-E e HLA-F que parecem participar no reconhecimento dos 
antígenos pelas células NK, e HLA-H que pode estar envolvido no metabolismo 
do ferro sem função conhecida no sistema imunológico (LEWIN, 2009). 
As moléculas MHC da classe I são constituídas de duas cadeias 
polipeptídicas ligadas de forma não-covalente: uma cadeia alfa codificada pelo 
MHC de 44 a 47 Kilodaltons (kDa) constituída por três subdomínios 
extracelulares (α1, α2 e α3), e uma cadeia beta de 12 kDa codificada pelo gene 
da β2-microglobulina (figura 2). A interação entre os segmentos aminoterminais 
de α1 e α2 formam uma plataforma de oito β-lâminas pregueadas na qual se 
apóiam duas α-hélices paralelas que consistem na fenda de ligação de 
peptídeos das moléculas de classe I. Seu tamanho é suficiente para ligar 
peptídeos contendo de 8 a 11 aminoácidos em uma conformação flexível 
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(ABBAS, 2005). Os antígenos acoplados à fenda da molécula de classe I 
tornam-se alvos de reconhecimento pelo TCR (T Cell Receptor ou receptor de 
linfócitos T) dos linfócitos T CD8+. A apresentação de peptídeos próprios aos 
linfócitos T CD8+ ocorre constantemente numa célula com crescimento normal 
ou sem infecção, sendo os linfócitos T CD8+ ativados somente quando 
reconhecem um peptídeo como estranho cujo resultado é a morte por apoptose 














Figura 2. Estrutura de uma molécula MHC de classe I. Fonte: ABBAS (2005). 
 
 
• Classe II 
Os genes HLA da classe II situam-se na região mais centromérica do MHC, 
e codificam várias proteínas necessárias ao processamento de antígenos. Na 
região de classe II, estão localizados os genes HLA clássicos: HLA-DQ, -DP e –
DR e genes que codificam moléculas não clássicas como na região I. As 
moléculas da classe II são constituídas de duas cadeias polipeptídicas ligadas  
de forma não-covalente: uma cadeia α de 32 a 34 kDa e uma cadeia β de 29 a 
32 kDa, ambas codificadas por genes MHC polimórficos (figura 3). Os 
segmentos aminoterminais α1 e β1 interagem para formar a fenda de ligação de 
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antígenos, estruturalmente semelhante à fenda da classe I, que apresenta 
extremidades abertas permitindo a ligação de peptídeos com 30 aminoácidos 
ou mais. A maior parte dos polimorfismos das moléculas de classe II encontra-
se na cadeia β. Um polipeptídio não-polimórfico designado cadeia invariante (Ii) 
está associado às moléculas da classe II recém-sintetizadas, desempenhando 
papel importante no tráfego intracelular das moléculas da classe II e na 
determinação do local na célula em que os peptídeos irão se ligar a essas 
moléculas (PARHAM, 2001; ABBAS e LICHTMAN, 2005; LEWIN, 2009).  
   













Figura 3. Estrutura da molécula MHC de classe II. Fonte: ABBAS (2005). 
 
• Classe III 
A região de classe III que apresenta alta densidade gênica encontra-se 
entre as regiões de classe I e II. Nesta região são encontrados os genes que 
codificam componentes do sistema do complemento e citocinas (fator de 
necrose tumoral - TNF, linfotoxina A e B - LTα e LTβ) (LEWIN, 2009). A figura 4 
representa esquematicamente a região MHC humana. 
 

















Figura 4. Mapa do Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano. Em laranja, está 
representada a região de classe I, em azul a região de classe II e em verde a região de classe 
III. FONTE: NEJM, 2004 
 
 
2.3. Antígeno Leucocitário Humano G: HLA-G 
2.3.1.  Estrutura, produto e função  
O gene HLA-G foi clonado em 1986 e foi o primeiro gene da classe IB a ser 
descrito como homólogo aos genes da classe I (ELLIS et al., 1986). O gene 
apresentava organização intron-exon semelhante aos genes da classe IA (HLA-
A, HLA-B e HLA-C) e a região promotora compartilhava elementos similares 
aos encontrados na classe IA, com exceção de um elemento de resposta a 
interferon, que estava ausente em HLA-G, sugerindo um novo modelo de 
regulação transcricional. Os transcritos primários de HLA-G mostravam gerar 
sete formas alternativas de mRNAs capazes de codificarem diferentes 
isoformas protéicas: quatro isoformas ligadas à membrana (HLA-G1, G2, G3 e 
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G4) e três isoformas solúveis (HLA-G5, G6 e G7). As isoformas ligadas à 
membrana e solúveis compartilham a mesma estrutura extracelular e diferem 
na sua região C-terminal. As isoformas ligadas à membrana apresentam uma 
região transmembrana (codificada pelo exon 5) e uma cauda intracitoplasmática 
(codificada pelos exons 6, 7 e 8),  as formas solúveis apresentam esta estrutura 
substituída por uma pequena cauda hidrofílica codificada pela seqüência 5’ do 
intron 4 (HLA-G5 e G6) ou intron 2 (HLA-G7) (ROUSSEV e COULAM, 2007). O 
lócus de HLA-G é localizado telomericamente a HLA-A e sua estrutura gênica é 
idêntica aos genes HLA clássicos, compostos de oito exons, sete introns e uma 
região 3’ não traduzida (3’UTR) (VAN DER VEM et al., 2000). 
A região externa das moléculas de HLA-G é constituída de três partes: 
domínios α1, α2 e α3 (exons 2 - 4), onde os domínios α1 e α2 contribuem para 
a fenda de ligação de peptídeos (HVIID, 2006). HLA-G1 corresponde à isoforma 
de comprimento total codificando a molécula completa de HLA-G, contendo os 
domínios α1, α2 e α3, região transmembrana e região intracelular. As demais 
isoformas são processadas alternativamente em transcritos mais curtos 
desprovidos de regiões complementares de um ou mais exons (figura 5): HLA-
G2 não apresenta o exon 3 correspondente ao domínio α2; em HLA-G3 estão 
ausentes os exons 3 e 4 e em HLA-G4 está ausente o exon 4. HLA-G5 e G6 
são equivalentes a HLA-G1 e G2, respectivamente, porém, por sofrerem 
processamento incompleto devido à retenção do intron 4 que contém um códon 
de parada, estas isoformas não apresentam a região de ancoragem 
transmembrana resultando na expressão de formas protéicas solúveis. A 
isoforma HLA-G7 retém o intron 2 que contém um códon de parada, resultando 
numa proteína solúvel contendo somente o domínio α1 (SARGENT, 2005). 
O gene HLA-G codifica proteínas que são diferentes das produzidas pelos 
genes da classe I por serem pouco polimórficas e seu sítio de expressão ser 
extremamente limitado. Apesar de ser expresso ligado à membrana, sua 
expressão é restrita a tecidos como células do citotrofoblasto extraviloso da 
placenta, artérias espirais maternas, células endoteliais dos vasos fetais na 
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vilosidade coriônica, células amnióticas, células-tronco mesenquimais, 
precursores eritrocitários e endoteliais, ilhotas pancreáticas, timo e monócitos 
sanguíneos estimuláveis por interferon γ (HUNT et al., 2005; CAROSELLA et 
al., 2008b). 
 
Figura 5. Antígeno leucocitário humano G (HLA-G): gene e expressão. Fonte: HVIID 
(2006).  
 
A molécula HLA-G demonstra ser importante na modulação do sistema 
imune materno durante a gravidez e conseqüentemente na aceitação do feto 
semi-alogênico. Como pode ser detectado em alguns blastocistos, atribui-se 
também uma possível função à HLA-G na implantação (JURISICOVA et al., 
1996). A compreensão da função de formas solúveis de HLA-G ampliou o seu 
potencial de ação da interface local entre citotrofoblasto extraviloso e células 
imunes maternas, para ação sistêmica sanguínea no controle da resposta 
imune materna (SARGENT, 2005). As pesquisas atuais apontam como função 
das moléculas HLA-G na reprodução humana a modulação da secreção de 
citocinas para induzir imunotolerância, controle da invasão do trofoblasto e 
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contribuição na remodelagem vascular de artérias espirais, a fim de garantir o 
sucesso implantacional do embrião e a manutenção da gravidez (ROUSSEV e 
COULAM, 2007). Diversos estudos indicam que a molécula HLA-G pode atuar 
sobre todos os integrantes da resposta imune (células NK, linfócitos T e células 
apresentadoras de antígeno) e inibir diretamente suas funções. A molécula 
HLA-G poderia atua na indução de diferenciação destes integrantes em células 
cujas funções são orientadas por inibição ativa (células T supressoras e células 
apresentadoras de antígeno tolerogênicas) direta ou como parte de uma série 
de eventos tolerogênicos. Apesar da expressão constitutiva de HLA-G ser bem 
regulada e restrita a poucos tecidos, demonstrou-se que esta expressão 
tecidual restrita pode ser superada no curso de diversas condições patológicas 
como em doenças auto-imunes e inflamatórias, em infecções virais cuja 
indução de super regulação da expressão de HLA-G constituiria uma das 
maneiras de escapar da imunidade antiviral para citomegalovírus e rabies vírus, 
em câncer, e também durante transplantes visto que a expressão de HLA-G por 
tecidos transplantados, como coração, fígado e rim, pode favorecer sua 
sobrevivência e desta forma HLA-G poderia ser utilizado no monitoramento de 
pacientes transplantados com boa aceitação e consequentemente reduzir o 
tratamento imunossupressor (LEMAOULT et al., 2003). 
Recentemente novos aspectos da biologia da molécula de HLA-G foram 
apontados como críticos para o desenvolvimento de estratégias diagnósticas e 
terapêuticas e compreensão da relevância patológica da molécula. Dentre estes 
aspectos podem ser citados: a descrição de múltiplas estruturas de HLA-G e a 
caracterização da maior parte da função inibitória da molécula estar associada 
com seus multímeros; a demonstração que HLA-G não atua somente como 
modulador imediato da resposta imune, mas também apresenta função na 
inibição a longo termo através de células regulatórias; capacidade de 
transferência célula a célula da molécula HLA-G, ocasionando um 
comportamento regulatório em células tipicamente efetoras para espalhar a 
função inibitória de HLA-G além das células que a expressam (trogocitose). A 
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trogocitose é uma rápida transferência de fragmentos de membrana, 
dependente de contato célula-célula. Na aquisição de HLA-G através de contato 
com células tumorais, células NK efetoras param sua proliferação, suprimem  
sua citotoxicidade sobre alvos legítimos e se compartam como células 
regulatórias que são capazes de inibir a função citotóxica de outras células NK. 
Portanto a trogocitose gera uma inversão funcional imediata de células efetoras 
para células reguladoras. A transferência de HLA-G poderia desta forma 
explicar como num ambiente heterogêneo apenas algumas células que 
expressam HLA-G podem proteger um número relativamente grande de células 
HLA-G negativas de destruição pelo sistema imune (CAROSELLA et al., 
2008a). 
 
2.3.2.  Regulação da transcrição  
Os genes MHC de classe I clássicos tem sua transcrição mediada por 
diversos elementos regulatórios conservados atuantes em cis na região 
proximal ao promotor, que determinam seus níveis de expressão constitutiva e 
induzida por citocinas. Estes elementos regulatórios demonstram diferenças 
lócus específicas que podem ser responsáveis pelos níveis diferenciais de 
expressão constitutiva e induzida por citocinas dos diversos genes MHC classe 
I. Estudos recentes demonstraram que os elementos regulatórios nos genes 
MHC classe I podem ser divididos em duas categorias: um módulo a montante 
correspondente ao intensificador (enhancer) A e elemento de resposta a 
interferon (ISRE) e um módulo recentemente identificado SXY contendo 
seqüências regulatórias compartilhadas por MHC classe I, classe II e seus 
genes acessórios. (GOBIN et al., 1999; GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000). O 
módulo a montante contém sítios de ligação para os membros da família NF-kB 
como p50, p65 e c-Rel (sítios kB1 e kB2 do intensificador A), IRF1 e IRF2 
(ISRE), USF1, USF2 e Sp1 que medeiam ativação em trans de rotas 
constitutivas e induzíveis por citocinas. O módulo SXY é constituído dos sítios 
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S, X (X1 e X2) e Y cujo complexo de multiproteínas RFX, CREB/ATF e NFY se 
ligam cooperativamente, e através deste complexo de multiproteínas CIITA 
pode realizar sua ativação em trans Estes elementos regulatórios clássicos são 
divergentes em HLA-G (figura 6), fazendo com que este gene não responda às 
rotas de indução mediadas por NF-kB, IRF-1 e CIITA (GOBIN et al., 2002). 
Em um estudo realizado por GOBIN et al. (2002) a fim de se identificar vias 
regulatórias alternativas que controlassem a transcrição de HLA-G, foram 
identificados três elementos CRE/TRE na região promotora de HLA-G (CRE -
1380, CRE -930 e CRE -770). Diferentes proteínas das famílias de fatores 
transcricionais CREB/ATF e Fos/Jun se ligam a estes elementos com a 
formação de vários dímeros. Entretanto a composição precisa dos complexos 
de proteínas que se ligam ao promotor não é conhecida e a participação de 
outros fatores de transcrição não pode ser excluída. Este foi o primeiro estudo a 
identificar uma via regulatória atuante na região de 1438 pares de base (pb) do 
promotor de HLA-G (GOBIN et al., 2002). Uma possível e aparente constatação 
de mecanismos evolutivos atuantes sobre o controle da ativação de HLA-G 
demonstra que a limitação desta ativação teria como objetivo controlar a função 
específica de imunotolerância provida por HLA-G (MOREAU et al., 2003). 
 
Figura 6. Representação esquemática do promotor de HLA-G. Os três sítios funcionais 
CRE/TER localizados a montante da região promotora de HLA-G são sítios de ligação para 
CREB1, ATF1 e c-Jun. Fonte: GOBIN (2001).  
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2.3.3. Polimorfismos do gene HLA-G 
Apesar de HLA-G ser inicialmente considerado como um gene não-
polimórfico, variações nas seqüências nucleotídicas localizadas em diferentes 
partes do gene foram descritas. Diferenças quanto à localização, natureza e 
freqüência relativa dos polimorfismos de HLA-G parecem existir entre diferentes 
grupos étnicos, apesar de certas variações nucleotídicas serem compartilhadas 
por todas as populações estudadas sugerindo uma origem comum de alelos de 
HLA-G. Grande parte dos polimorfismos de HLA-G são sinônimos, portanto não 
alteram a composição de aminoácidos da proteína HLA-G (VAN DER VEN et 
al., 2000).  
Quanto a polimorfismos de HLA-G que podem provocar alterações na 
estrutura da proteína, existem quinze alelos com substituições únicas de 
aminoácidos. Estes polimorfismos estão localizados fora do sítio de ligação de 
peptídeos e dentre estes alelos cinco deles bem descritos na literatura que 
correspondem a: duas substituições encontradas no exon 2 (definindo os alelos 
G*01:02 e G*01:03), uma substituição no exon 3 (definindo os alelos de 
G*01:040x), uma substituição no exon 4 (o alelo G*01:06) e uma deleção de 
nucleotídeo (1597delC) no códon 130 do exon 3 resultando em mudança na 
matriz de leitura e definindo o alelo G*01:05nulo. A definição da maioria dos 
alelos HLA-G é baseada nos polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) 
que mudam as seqüências de aminoácidos da proteína HLA-G, e cada variação 
nucleotídica silenciosa (sinônima) define a variante alélica específica (tabela 1) 
(HVIID, 2006; VAN DER VEN et al., 2000). De acordo com os dados presentes 
na página eletrônica do Instituto de Pesquisa Anthony Nolan, disponível em 
<http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/index.html>, até junho de 2011, 
conheciam-se 46 alelos do locus HLA-G, 15 produtos protéicos e 2 alelos nulos.  
Os polimorfismos que envolvem regiões não codificantes, 5’URR (região 
5’reguladora a montante do promotor) e 3’UTR (região 3’ não traduzida), 
parecem estar associados com diferenças na expressão de HLA-G, que podem 
afetar sua função e desempenhar papel importante nas complicações da 
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gravidez. Através da constatação que determinados alelos de HLA-G, apesar 
de não apresentarem divergência quanto à composição de aminoácidos, podem 
estar correlacionados com diferentes níveis plasmáticos de proteínas HLA-G 
funcionais, possibilitaram-se estudos cujo objetivo era avaliar a relevância de 
polimorfismos desta molécula nas complicações da gravidez (falha 
implantacional em FIV, pré-eclampsia e risco de aborto) (HVIID, 2006a).   
 
 
Tabela 1. Polimorfismos de DNA definindo os alelos de HLA-G. Fonte: HVIID (2006). 
 
SIPAK-SZMIGIEL et al. (2008), em um estudo de polimorfismos de HLA-G e 
fertilização in vitro numa população polonesa, constataram que havia em torno 
de dez alelos de HLA-G na amostra analisada, porém não foi encontrada 
associação entre alelos e risco de insucesso da FIV. Entretanto quando o 
polimorfismo da região 3’UTR inserção/deleção de 14 pb foi analisado, foi 
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encontrada associação entre o polimorfismo inserção/deleção e risco 
aumentado de insucesso de FIV. 
2.3.4. HLA-G e sua função na implantação 
A implantação embrionária é um processo de difícil alcance na natureza: 
cerca de 78% de oócitos fertilizados não resultam em nascimentos e 62% das 
concepções são perdidas antes da décima segunda semana de gravidez 
(EDMONDS et al., 1982). 
HUNT et al. (2000), procurando determinar se formas solúveis de HLA-G 
circulavam no sangue materno a fim de modular a reatividade de células T e 
induzir apoptose por ativação celular, demonstraram que sHLA-G circulava nas 
mães e que a isoforma predominante era sHLA-G2.  
FUZZI et al. (2002), em estudo sobre a expressão de HLA-G por embriões 
como um pré-requisito de sucesso da gravidez por FIV, constataram que 
moléculas de sHLA-G presentes no meio de cultivo embrionário eram 
produzidas exclusivamente pelos embriões em crescimento, o que tornava a 
detecção de antígenos sHLA-G em sobrenadantes um marcador em potencial 
da expressão protéica do gene nas células embrionárias. A gravidez a termo 
ocorria quando moléculas sHLA-G eram detectadas nos sobrenadantes de 
embriões em crescimento com taxa de gravidez/paciente de: 18/75 (24%) entre 
os casos sHLA-G positivos e 0/26 nos casos sHLA-G negativos (100%). Os 
dados revelaram que o processo de implantação em casais submetidos à 
fertilização in vitro estava intimamente relacionado com a expressão de HLA-G 
em embriões recentemente transferidos. A fim de confirmar estes resultados 
NOCI et al. (2005), constataram a presença de sHLA-G em meios de cultivo 
embrionário, mesmo quando os embriões eram cultivados um a um, e que a 
gravidez realmente ocorria somente quando sHLA-G atingia níveis detectáveis 
no meio de cultivo. Esta verificação, juntamente com a morfologia embrionária, 
pode ser empregada na seleção de embriões para futura transferência no 
tratamento da fertilização in vitro. Estas observações sugerem que o arranjo do 
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genoma parental contribui de forma significativa nas probabilidades de 
obtenção de embriões que secretam sHLA-G.  
Segundo YAO et al. (2005), em estudo da expressão diferencial de 
transcritos processados alternativamente de HLA-G em embriões humanos pré-
implantacionais, a secreção de HLA-G solúvel seria um pré-requisito para o 
sucesso da implantação, visto que nenhuma gravidez foi observada em 
pacientes cujos embriões não produziam sHLA-G. Neste mesmo estudo foi 
verificada uma desproporcionalidade entre mRNA e a proteína HLA-G, que 
poderia ser explicada pela permanência da proteína no cultivo embrionário 
devido a depósitos de oócitos maternos antes da ativação genômica do 
embrião, questionando a utilização de sHLA-G como marcador potencial da 
qualidade de embriões.  
Segundo SHER et al. (2005), é verdadeiro o potencial de marcador de 
sucesso implantacional da molécula de sHLA-G mensurada no meio de cultivo 
do embrião 46 horas após a fertilização via ICSI.  
Em um estudo realizado por REBMANN et al. (2007), onde os níveis de 
sHLA-G foram avaliados em sobrenadantes de embriões de FIV, os dados 
clínicos demonstraram que a presença de moléculas sHLA-G no meio de cultivo 
de embriões selecionados para transferência promovia a manutenção da 
gravidez após o sucesso implantacional, enquanto a ausência de molécula 
sHLA-G favorecia a perda fetal. A molécula sHLA-G demonstra ser promissora 
na identificação e seleção de embriões na reprodução humana assistida, e cujo 
resultado seria sucesso na gravidez. REBMANN et al. (2010) conduziram um 
estudo com um número amostral grande (n= 5040) de culturas embrionárias 
para provar que de fato sHLA-G é uma molécula candidata promissora na 
identificação de embriões com melhores taxas de sobrevivência e implantação, 
um fator importante e que deve ser incluído no desenvolvimento de novas 
estratégias para a seleção de embriões, porém fatores adicionais como grau 
morfológico (qualidade do embrião) também devem ser levados em 
consideração para a predição da gravidez. 
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2.4. Antígeno Leucocitário Humano E: HLA-E 
2.4.1.  Estrutura, produto e função  
Dentre os antígenos da classe IB, o mais compreendido do ponto de vista 
imunológico é o antígeno HLA-E, que diferentemente dos outros antígenos da 
classe IB é expresso em quase todos os tecidos, apesar de estar em 
concentrações menores do que as moléculas da classe IA. Primeiramente 
reconhecido pela sua participação na imunidade inata, estudos recentes 
apontam a colaboração de HLA-E na ligação com células T e na resposta 
imune após transplantes (SULLIVAN et al., 2008). 
As moléculas HLA-E apresentam certas particularidades em relação às 
moléculas HLA classe I, como a apresentação de antígenos, onde os peptídeos 
que se ligam a HLA-E na superfície celular são derivados de 3 a 11resíduos da 
seqüência líder de outros peptídeos HLA classe I. O carregamento destes 
peptídeos dentro do compartimento de HLA-E é dependente do transportador 
associado a processamento de antígenos (TAP), visto que linhagens celulares 
como a linfoblastoide (LCL 721.134) que apresentam deficiência de TAP são 
incapazes de expressarem HLA-E na superfície celular (LEE et al., 1998). A 
aquisição destes peptídeos por HLA-E aparenta ser intimamente controlada e 
dependente da expressão de outras moléculas da classe I, que servem como 
fonte de peptídeos junto à maquinaria funcional de processamento de 
antígenos. As células NK poderiam, desta forma, usar a expressão de HLA-E 
como monitoramento dos níveis de expressão de moléculas HLA classe IA 
(ANTOUN et al., 2008; SULLIVAN et al., 2008). 
A fenda de ligação de antígenos de HLA-E é diferenciada das fendas da 
classe I, visto ser composta de 5 resíduos de ancoragem nas posições P2, P3, 
P6, P7 e P9, que juntos determinam restrição na seqüência de peptídeos 
capazes de se ligarem a HLA-E. Esta característica poderia explicar a baixa 
afinidade da cadeia pesada de HLA-E por seqüências líder derivadas de alelos 
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de HLA-B que contêm treonina na posição P2. Outra diferença significativa da 
molécula seria sua estrutura, que contém uma volta no domínio α3, 
correspondente a região associada à ligação com CD8. Como a disponibilidade 
de peptídeos para HLA-E é dependente da expressão de outras proteínas HLA 
classe I e da funcionalidade da TAP, a expressão de HLA-E na superfície 
celular é um indicativo de que tanto a maquinaria de processamento de 
antígenos quanto à expressão de HLA classe I estão normais e ativas 
(SULLIVAN et al., 2008). 
A primeira evidência de que HLA-E estaria envolvido na regulação da 
imunidade inata deu-se com a demonstração de que o receptor CD94-NKG2 
expressado em abundância, porém sem exclusividade, em células NK 
reconhecia HLA-E. Este receptor faz parte da superfamília tipo-C lectina e 
consiste de uma subunidade invariante CD94 dissulfito ligada a um componente 
da família NKG2. A família NKG2 compreende as isoformas inibidoras (2A e 2B) 
e ativadoras (2C, 2E e 2H), que ao se complexarem a CD94 são capazes de 
ampliar sinais mediante ligação com HLA-E.  A interação de CD94-NKG2A com 
HLA-E transduz sinais inibitórios entre as células NK. Eventos como infecção 
viral ou transformações que possam suprimir seqüências líder de peptídeos 
derivados de HLA classe I, seja por mecanismos diretos como inibição da 
expressão de HLA classe I ou mecanismos indiretos como inibição da função 
de TAP, podem ocasionar impactos na expressão de HLA-E na superfície 
celular, tornando a célula susceptível a lise por células NK. Além da atividade 
de resposta inibidora através da interação com CD94-NKG2A, HLA-E pode 
apresentar resposta ativadora através da interação com CD94-NKG2C e 
receptores de células T (TCR), onde em situações como infecções virais, o 
balanço entre atividade ativadora e inibidora pode ser modificado (SULLIVAN et 
al., 2008).  
Apesar de HLA-E ser originalmente relacionada à ligação com peptídeos 
derivados de seqüências de moléculas HLA classe I, dados recentes 
demonstram que HLA-E pode se ligar e apresentar antígenos derivados de 
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vírus, micobactérias e proteína de choque térmico HSP60 (ISHITANI et al., 
2006). 
2.4.2.  Regulação da transcrição  
Assim como na estrutura promotora de HLA-G, a estrutura do promotor de 
HLA-E (figura 7) apresenta em diversos elementos regulatórios algumas 
divergências do sítio consenso observadas nos genes MHC classe I clássicos. 
Os sítios kB1 e kB2 do intensificador A (enhancer) e elemento ISRE diferem 
dos sítios kB e ISRE consenso. Os sítios S, X1, X2 e Y do módulo SXY 
apresentam pequenas diferenças nas seqüências nucleotídicas daquela 
encontrada na seqüência consenso. HLA-E não é induzido por NF-kB, porém é 
fortemente induzido por IFN- γ mediado pelo sítio a montante STAT1. HLA-E 
também pode ser induzido por CIITA, apesar de seu módulo SXY apresentar 
pequenas alterações (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000). 
 
Figura 7. Representação esquemática do promotor de HLA-E. Fonte: GOBIN (2002).  
 
2.4.3. Polimorfismos do gene HLA-E e função na reprodução 
De acordo com os dados presentes até março de 2011 na página eletrônica 
do Instituto de Pesquisa  Anthony  Nolan,  disponível  em 
<http://www.anthonymolan.org.uk/HIG/index.html>, o gene HLA-E apresentava 
10 alelos codificando 3 proteínas diferentes descritas na população humana, 
sendo o gene menos polimórfico de todos os genes HLA classe I (tabela 2).  
Dois destes alelos são provenientes de polimorfismos não sinônimos do 
exon 3 (tabela 2), HLA-E*01:01(HLA-E R) que contém uma arginina na posição 
107 da proteína e HLA-E*01:03 (HLA-EG) que contém uma glicina na posição 
107 da proteína sendo esta posição localizada no domínio α2 da cadeia 
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pesada. Estes alelos são encontrados com freqüências muito semelhantes na 
população (em torno de 50%). Algumas evidências apontam haver seleção 
balanceadora atuando sobre o gene de HLA-E na manutenção destes dois 
alelos, que implicaria em diferenças funcionais entre estes, sendo o alelo HLA-
E*01:03 a forma que apresenta maior expressão na superfície celular (ANTOUN 
et al., 2008; SULLIVAN et al., 2008). 
Alguns estudos demonstram haver diferenças entre os alelos HLA-E*01:01 e 
HLA-E*01:03 na interação com possíveis ligantes e conseqüente alteração da 
expressão de HLA-E na superfície celular. A mudança na posição 107 poderia 
alterar tanto a interação de HLA-E com CD94-NKG2, quanto a interação de 
HLA-E com outros receptores como o TCR. Portanto a variação alélica poderia 
ocasionar dois efeitos sobre a interação com ligantes, o primeiro determinando 
diferenças quantitativas no número de complexos de HLA-E que poderiam ser 
formados a qualquer momento na superfície celular e o segundo na distinção 
qualitativa das moléculas quanto sua afinidade efetiva de interagir com 
receptores (STRONG et al., 2003). 
A célula imune mais abundante na decídua maternal é a CD56brightNK, que 
secreta vários tipos de citocinas perante uma ativação fora da via de resposta 
citotóxica. Dentre as citocinas induzidas encontram-se a interleucina 1 (IL-1), 
fator estimulador de colônia de granulócitos-macrófagos (GM-CSF), fator de 
necrose tumoral (TNF), fator inibitório de leucemia (LIF), interferon γ (IFN - γ), 
fator transformador de crescimento β (TGF- β), que parecem estar relacionadas 
ao processo de vascularização. Portanto mecanismos que inibam a 
citotoxicidade de células NK e ativem a secreção de citocinas são 
extremamente importantes, um destes mecanismos poderia ser  a interação 
entre os receptores CD94-NKG2 em altas concentrações com HLA-E/peptídeo 
G ou HLA-E/peptídeo IA em células do citotrofoblasto extraviloso. Estes 
complexos, com enfoque em HLA-E/peptídeo G, devem inibir a citotoxicidade 
por interagirem com CD94-NKG2A, ativarem as células NK a produzirem 
citocinas por interação com CD94-NKG2C ou através da interação com outros 
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receptores ativadores como NKG2E. HLA-E também pode estimular células T a 
produzirem citocinas antiinflamatórias, através de mecanismos inibidores e 
ativadores via TCR ou receptores de NK, que facilitarão a formação e 
vascularização placentária adequada (ISHITANI et al., 2006).  
A constatação de possíveis diferenças na capacidade de interação com 
peptídeos entre os alelos HLA-EG e HLA-ER poderia ocasionar diferenças nos 
níveis de expressão na superfície celular placentária destes alelos. Como os 
níveis relativos de expressão de HLA-E na superfície celular parecem também 
influenciar diretamente a eficiência de inibição ou ativação via CD94-NKG2, 
seria plausível determinar que as variantes alélicas HLA-EG e HLA-ER teriam 
como possível função a modulação da resposta imune materna na interface 
materno-fetal. O balanço apropriado entre mecanismos inibitórios ou ativadores 
no estabelecimento de uma gravidez estável influenciaria baixos ou altos níveis 
de HLA-E e este balanço poderia ser o responsável pela forte seleção existente 
sobre as duas formas alélicas (STRONG et al., 2003).  
O progresso nos estudos da molécula HLA-E levantou dados importantes 
quanto à função da molécula e possíveis conexões entre HLA-E e HLA-G. 
Quando é fornecido à molécula HLA-E o peptídeo sinal derivado de HLA-G 
gerando um nonâmero, uma resposta exclusiva ativadora das células NK pode 
ser observada. Estes resultados levantam a possibilidade de que o 
reconhecimento por CD94-NKG2 das moléculas HLA-E expressadas no 
citotrofoblasto extraviloso (figura 8) pode representar um papel significativo na 
interação celular da interface materno-fetal (ISHITANI et al., 2003). 
    26 
 
 
Figura 8. Possíveis interações das moléculas HLA-E, -F e –G expressadas no trofoblasto 












3.1 Objetivos Gerais: 
• Verificar se existe associação entre a variabilidade genética dos exons 2, 
3 e 4 do gene HLA-G e o sucesso implantacional de casais submetidos 
ao tratamento de reprodução assistida. 
• Verificar se existe associação entre a variabilidade genética do exon 3 do 
gene HLA-E e o sucesso implantacional de casais submetidos ao 
tratamento de reprodução assistida. 
 
3.2 Objetivos Específicos: 
• Estimar e comparar as freqüências alélicas de HLA-G observadas no 
grupo paciente e grupo controle. 
• Estimar e comparar as freqüências alélicas de HLA-E observadas no 
grupo paciente e grupo controle. 
• Estimar e comparar as freqüências genotípicas de HLA-G observadas no 
grupo paciente e grupo controle. 
• Estimar e comparar as freqüências genotípicas de HLA-E observadas no 
grupo paciente e grupo controle. 
• Estimar e comparar as freqüências haplotípicas de HLA-G / HLA-E 
observadas no grupo paciente e grupo controle. 
• Comparar os resultados obtidos pelo presente estudo com dados 




O presente trabalho se justifica pelos seguintes fatos: resultados 
controversos quanto à relação da variabilidade genética de HLA-G e o 
complexo fenômeno da implantação embrionária, evidenciando a necessidade 
de maiores esclarecimentos; poucos estudos da relação da variabilidade 
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genética de HLA-E na implantação; tentativa de entendimento da possível 
interação da variabilidade genética de HLA-G e HLA-E no sucesso 
implantacional, e também por não existirem estudos correlatos na região sul do 
Brasil. 
 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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ABSTRACT 
Objective: Evaluate the role of HLA-G and HLA-E genes polymorphisms in 
the context of success/failure of implantation and establishment of a viable 
pregnancy. 
Design: Cross-sectional case-control study 
Setting: University research center 
Patient(s): 19 Euro-Brazilian couples undergoing to assisted reproduction 
treatment (ART). The exclusion criteria comprised age >35 years, 
endometriosis, anatomical abnormalities of the uterus, abnormal karyotypes, 
history of autoimmune disease, retrieved oocytes <3 and the existence of 
obstructive azoospermia in males. The control group was composed of 97 
volunteer fertile couples, with two or more children and without history of 
idiopathic miscarriages or other reproductive problems. 
Intervention(s): HLA-G and HLA-E genes were genotyped by direct DNA 
sequencing. HLA-G alleles were defined by nucleotide sequence variations at 
exon 2, 3 and 4, while HLA-E alleles at exon 3. 
Main Outcome Measure(s): Allelic frequency, genotype distribution, and 
haplotypes analysis of HLA-G and HLA-E polymorphisms. 
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Results: We observed a significant difference in HLA-E allelic distribution 
between ART couples and control couples. The allele HLA-E*01:03 was 
observed in 63.2% of ART males and in 40.3% of fertile males [P = 0.0194; OR 
= 2.5419, C.I. 95%: (1.2146 – 3.3196)]. We also observed a possible negative 
association between HLA-G*01:01:02-E*01:03 and G*01:01:03–E*01:01 and 
reproductive successes in opposition to G*01:01:01-E*01:01 and G*01:01:02–
E*01:01. 
Conclusion: The results suggest that HLA-G and HLA-E products may play 
a significant role in the modulation of immune responses during pregnancy. 
 
Keywords:  HLA-G alleles; HLA-E alleles; assisted reproduction treatment; 
in vitro fertilization (FIV); embryo implantation; pregnancy. 
 
INTRODUCTION 
Infertility has been defined as the inability of a couple to conceive after 12 
months of unprotected and frequent intercourse. Assisted reproduction 
technology (ART) has become the treatment of last resort for all causes of 
infertility when conventional therapy, like ovulation induction, fails or is unlikely 
to be successful (1, 2). Human embryo implantation is a complex process which 
requires both the ability of the embryo to implant into uterus and adequate 
endometrial receptivity. Various evidences indicate that during this process the 
embryo and the endometrium stimulate adaptations in the maternal immune 
system for the establishment and maintenance of a viable pregnancy. Therefore, 
there must be specific mechanisms that regulate the cross-talk in the contact 
zone between the mother and the fetus (3 -5). 
 Attention has been focused on non-classical human leukocyte antigen 
(HLA) class Ib molecules that is preferably expressed on trophoblast cells in the 
placenta (6 - 8). The most substantially studied class Ib gene, in terms of 
reproduction, is HLA-G. HLA-G molecules are paucipolymorphic and their 
expression levels are determinant for their function as inhibitors or activators of 
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the innate immune response. HLA-G gene expression is mainly observed in the 
fetal-maternal interface. HLA-G molecules protect against NK cell-mediated lysis 
through NK-inhibitory receptors, this molecule interacts with the following NK-
cell inhibitory receptors: leukocyte Ig-like receptor (LIR)-1 or Ig-like transcript 
(ILT)-2, LIR-2 (ILT-4), p49, and KIR2DL4 receptor. There are seven major 
alternatively spliced forms of HLA-G messenger RNA (mRNA) able to encode 
four membrane-bound (HLA-G1, -G2, -G3 and –G4) and three soluble (HLA-G5, 
-G6 and –G7) protein isoforms. Membrane-bound and secreted pairs share the 
same extracellular structure and differ in their C-ends, the membrane-bound 
isoforms present a trans-membrane region (encoded by exon 5) and an intra-
cytoplasmatic tail (encoded by exons 6 to 8). Secreted isoforms have these 
structures replaced by a short hydrophilic tail (encoded by the 5’sequences of 
intron 4 for HLA-G5 and –G6 or 5’sequences of intron 2 for HLA-G7) (8 - 11). 
 Additionally, recent reports have suggested important data about the 
functions of the HLA-E molecule and possible interactions with HLA-G. HLA-E is 
expressed in most tissues, although at lower levels than class Ia antigens. It is 
the least polymorphic of all the HLA-I genes, with only 10 alleles encoding 3 
different proteins described in the human population and no alternatively spliced 
forms (12). HLA-E expression on the cell surface is dependent on the nonamer 
peptides which are derived from the peptide leader from classical and non-
classical class I antigens .When HLA-G derived nonamer signal peptides are 
presented by the HLA-E molecule to natural killer (NK) cells an unique activator 
response can be observed (7, 13). HLA-E is able to bind inhibitory 
CD94/NKG2A or activating CD94/NKG2C lytic receptors (9, 14, 15). 
 To investigate the role of the polymorphisms of these two non-classical 
class Ib genes, HLA-E and HLA-G, in the context of success/failure of 
implantation and establishment of a viable pregnancy, we investigated single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) in a group of couples who underwent ART. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Subjects 
Intravenous blood samples were collected from 19 Euro-Brazilian couples 
undergoing ART due to difficulties in natural conception related to female or 
male fertility, recruited from Clínica Conceber, a Reproduction Medicine Center, 
located at Curitiba City, Paraná State, south of Brazil. Before the treatment all 
the women and their partners were submitted to a standard screening program 
(sperm analysis and evaluation of hormonal status). The exclusion criteria 
comprised age >35 years, endometriosis, anatomical abnormalities of the 
uterus, abnormal karyotypes, history of autoimmune disease, retrieved oocytes 
<3 and the existence of obstructive azoospermia in males. Six women out of 
nineteen who underwent the treatment got pregnant. 
 The control group was composed of 97 volunteer fertile couples, 
unrelated to the cases, with two or more children and without history of 
idiopathic miscarriages or other reproductive problems, belonging to the 
Laboratory of Immunogenetics and Histocompatibility (LIGH) of the Genetics 
Department, Federal University of Paraná (UFPR), Brazil.  
The Ethics Committee of the Hospital das Clínicas of the UFPR (HC-
UFPR) approved the study (CEP-HC nº037ext.019/2001-07), and all participants 
from both groups signed a free and informed consent form and completed a 
personal and occupational questionnaire. 
 
HLA-G typing 
Genomic DNA was extracted from peripheral blood using a salting-out 
procedure according to Lahiri and Nurnberger (16). HLA-G alleles were defined 
by nucleotide sequence variations at exon 2, 3 and 4 according to CASTELLI et 
al., 2007 (17) with some modifications. Exons 2, 3 and 4 were individually 
amplified resulting in PCR products of 588, 456 and 364 bp, respectively, using 
the following sets of primers: exon 2 (Forward: 
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5’TCCATGAGGTATTTCAGCGC3’ and Reverse: 
5’AGGTAATCCTTGCCATCGTA3’), exon 3 (Forward 
:5’CCAGACCCTCTACCTGGGAGA3’ and Reverse: 
5’CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTG3’) and exon 4 (Forward: 
5’CCATGAGAGATGCAAAGTGCT3’ and Reverse: 
5’TGCTTTCCCTAACAGACATGAT3’). PCR was performed in a final volume of 
50 µL containing 1X PCR buffer (70mM Tris-HCl pH8.8, 20 mM(NH4)2SO4), 
1,5mM MgCl2, 0,45mM of each dNTPs, 20 pMol of each primer, 2,25 units of 
Taq DNA-polymerase Platinum (Invitrogen, Carlshad, CA) and 30 ng of genomic 
DNA. The initial denaturation cycle was carried out at 94ºC for 3 min, followed 
by 35 cycles of 94ºC for 30s, 66ºC (exons 2 and 4) or 68ºC (exon 3) for 30s and 
72ºC for 1 min, and a final extension step at 72ºC for 7 min. Twelve microlitters 
of PCR product were then purified, using 20 units of Exonuclease (EXOI) 
(United States Biochemical - USB, Staufen, Germany), 4 units of shrimp alkaline 
phosphatase (SAP) (USB Corporation, Staufen, Germany) and 1X SAP Buffer 
USB Corporation, Staufen, Germany). The purified PCR product of exons 2, 3 
and 4 of the HLA-G gene were sequenced using an ABI Prism Big Dye 
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA) using an ABI 
Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). The primers used 
in the direct DNA sequencing reaction were the same as the PCR amplification 
(forward and reverse). All the sequences obtained from each sample were 
aligned with the genomic sequences of the official alleles (recognized by the 
WHO and the International Immunogenetics Information System – IMGT) and 
each single nucleotide polymorphism (SNP) detected was individually noted.  
 
HLA-E typing 
HLA-E alleles were defined by nucleotide sequence variations at exon 3. 
Amplification of exon 3 of the HLA-E gene was performed in a final volume of 50 
µL with 1X PCR buffer (70mM Tris-HCl pH8.8, 20 mM(NH4)2SO4), 1,4 mM 
MgCl2, 0,45 mM of each dNTPs, 2,25 units of Taq DNA-polymerase Platinum 
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(Invitrogen, Carlshad, CA), 30 ng of genomic DNA, and 20 pMol on each of the 
following primers (Forward: 5’GGGGTCGGGATGGAAACGGC3’ and Reverse: 
5’TGAGGTCTGTCAGCTGTGGG3’), resulting in a 985 bp PCR product. The 
initial denaturation cycle was carried out at 94ºC for 3 min, followed by 35 cycles 
of 94ºC for 30s, 69ºC for 30s, 72ºC for 60s, and a final extension step at 72ºC 
for 7 min. The steps of purification, sequencing and allele determination were 
the same as the one previously mentioned in HLA-G typing. 
 
Statistical Methods 
HLA-G and HLA-E genotypes and allele frequencies were determined by 
direct counting method and were compared to Hardy-Weinberg expectations 
using χ2 tests (18) using the Arlequin 3.1 software (19). Haplotypic frequencies 
were estimated using conventional EM (Maximum-likelihood estimation) 
algorithm, with 9.999 bootstrap replicates (EXCOFFIER, L. and SLATKIN, M., 
1995) from Arlequin 3.1 software (19). All haplotypes, genotypes and allele 
frequencies of females and males in the ART group and females and males of 
the control group were compared by using the χ2 test and Fisher’s exact test 
with BioEstat 5.0 software (20). Investigation of potential differences of HLA-G 
and HLA-E histoincompatible combinations between women and their partners 
in the ART group and the control group were also performed.  
 
RESULTS 
From total samples, all the couples in the ART group were successfully 
sequenced both for exons 2, 3 and 4 of HLA-G and for exon 3 of the HLA-E 
gene. On the other hand, from 97 couples from the control group, only 61 
couples were sequenced for HLA-G and 72 couples for HLA-E. For the 
haplotypic frequency estimations all ART couples were used, whereas only 38 
couples from the control group had both HLA-G and HLA-E genotypes required 
for these estimations, totalizing 114 individuals (57 couples) for haplotypic 
calculation. 
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Table 1. Distribution of HLA-G allele frequencies in females submitted to 
assisted reproduction treatment (n = 19) and their partners and fertile females (n 
= 61) and their partnersª. 
   Assisted Reproduction Treatment  Fertile Controls 
   Females, n (%)    Males, n (%)   Females, n (%)   Males, n (%)  
G*01:01:01  12   (31.6)  16  (42.1)  61  (50.0)  44  (36.1) 
G*01:01:02  12  (31.6)  10  (26.3)  32  (26.3)  35  (28.7) 
G*01:01:03  2  (5.3)  3  (7.9)  7  (5.7)  6  (4.9) 
G*01:01:07  0  (0)  0  (0)  0  (0)  1  (0.8) 
G*01:01:08  4  (10.5)  0  (0) a  10  (8.2)  16  (13.1) a 
G*01:01:15  1  (2.6)  0  (0)  0  (0)  0  (0) 
G*01:06  1  (2.6)  0  (0)  3   (2.5)  2  (1.6) 
G*01:03  0  (0)  1  (2.6)  1  (0.8)  3  (2.5) 
G*01:05N  1  (2.6)  1  (2.6)  1  (0.8)  1  (0.8) 
G*01:04:01  4  (10.5)  5  (13.2)  7  (5.7)  13  (10.7) 
G*01:04:03  0  (0)  0  (0)  0  (0)  1  (0.8) 
G*01:04:04  1  (2.6)  2  (5.3)  0  (0)  0  (0) 
All alleles   38  (100)  38  (100)  122  (100)  122  (100) 
a Fisher’s exact test; P = 0.0134; corrected for number of alleles: Pc = 0.1608 
 
Table 2 Human leukocyte antigen-G allele sharing in 19 couples undergoing 
assisted reproduction treatment (ART) and 61 fertile couplesª. 
    ART   Fertile     
  Couples  Couples   
Alleles  n (%)  n (%)  P value 
Not Shared  15 (78.9)  43 (70.5)    
Shared    4  (21.1)   18  (29.5)   0.5664 
ª Statistical significance was assessed using Fisher 
exact test             
 
Twelve different HLA-G alleles were observed in our study subjects (Table 
1). No significant differences were observed in the comparisons of allelic 
frequencies between ART couples and fertile couples after the Bonferroni 
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correction for multiple comparisons. HLA-G allele sharing was similar in ART 
couples and in fertile couples (P = 0.5664) (Table 2).  
HLA-G genotypes were found in very low frequencies both in cases and 
controls, all of them were in Hardy-Weinberg equilibrium. None of the genotypes 
were found with significant different frequencies in ART females or males when 
compared to fertile females or males (Table 3). 
The results of comparisons of HLA-E allele frequencies between the different 
groups are shown in Table 4 (upper panel). The allele HLA-E*01:03 was 
observed in higher frequency in males of ART group as compared to fertile 
males [P = 0.0194; OR = 2.5419, C.I. 95%: (1.2146 – 3.3196)], comparisons 
between females groups (ART and fertile) were not significant. HLA-E allele 
sharing as in HLA-G was similar in ART couples and in fertile couples (P = 1.0) 
(Table 5). 
Considering HLA-E genotypic frequencies, none of the genotypes were 
significantly different between females submitted to ART and fertile females. 
Regarding the comparisons between males, 42.1% of males from ART group 
had the genotype HLA-E*01:03*01:03, an excess of 31% when compared with 
fertile males [P = 0.0041; Pc =0.0123; OR = 5.8182, C.I. 95%: (1.8052 – 
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Table 3 Frequencies of the HLA-G genotypes in couples submitted to 
assisted reproduction treatment (n = 19) and fertile controls (n = 61).  
    Assisted Reproduction Treatment   Fertile Controls     
   Females, n (%)  Males, n (%)  Females, n (%)  Males, n (%) 
G*01:01:01 * 01:01:01    1  (5.3)    1  (5.3)  17  (27.9)    9  (14.8) 
G*01:01:01 * 01:01:02    5  (26.3)    6  (31.5)  11  (18.0)    9  (14.8) 
G*01:01:02 * 01:01:02    3  (15.4)    2  (10.5)    5  (8.2)    7  (11.5) 
G*01:01:01 * 01:01:03    1  (5.3)    1  (5.3)    3  (4.9)    0  (0) 
G*01:01:02 * 01:01:03    0  (0)    0  (0)    2  (3.3)    3  (4.9) 
G*01:01:03 * 01:01:03    0  (0)    0  (0)    1  (1.6)    0  (0) 
G*01:01:01 * 01:05N    1  (5.3)    1  (5.3)    0  (0)    0  (0) 
G*01:01:02 * 01:05N    0  (0)    0  (0)    1  (1.6)    1  (1.6) 
G*01:01:01 * 01:06    1  (5.3)    0  (0)    3  (4.9)    1  (1.6) 
G*01:01:01 * 01:01:07    0  (0)    0  (0)    0  (0)    1  (1.6) 
G*01:01:01 * 01:01:08    1  (5.3)    0  (0)    7  (11.5)    8  (13.1) 
G*01:01:02 * 01:01:08    0  (0)    0  (0)    3  (4.9)    3  (4.9) 
G*01:06 * 01:01:08    0  (0)    0  (0)    0  (0)    1  (1.6) 
G*01:01:08 * 01:01:08    1  (5.3)    0  (0)    0  (0)    2  (3.3) 
G*01:01:08 * 01:01:15    1  (5.3)    0  (0)    0  (0)    0  (0) 
G*01:01:01 * 01:03    0  (0)    1  (5.3)    0  (0)    0  (0) 
G*01:01:02 * 01:03    0  (0)    0  (0)    1  (1.6)    1  (1.6) 
G*01:03 * 01:03    0  (0)    0  (0)    0  (0)    1  (1.6) 
G*01:01:01 * 01:04:01    0  (0)    4  (21.0)    3  (4.9)    7  (11.5) 
G*01:01:02 * 01:04:01    1  (5.3)    0  (0)    4  (6.6)    3  (4.9) 
G*01:01:03 * 01:04:01    1  (5.3)    1  (5.3)    0  (0)    3  (4.9) 
G*01:04:01 * 01:04:01    1  (5.3)    0  (0)    0  (0)    0  (0) 
G*01:01:02 * 01:04:03    0  (0)    0  (0)    0  (0)    1  (1.6) 
G*01:01:01 * 01:04:04    1  (5.3)    1  (5.3)    0  (0)    0  (0) 
G*01:01:03 * 01:04:04    0  (0)    1  (5.3)    0  (0)    0  (0) 
All genotypes   19 (100.0)   19 (100.0)   61 (100.0)   61 (100.0) 
ª Statistical significance was assessed using Fisher exact 
test         
 
 
    38 
 
Table 4 Distribution of HLA-E allelic and genotypic frequencies in couples 
submitted to assisted reproduction treatment (n=19) and fertile controls (n =72). 
    Assisted Reproduction Treatment  Fertile Controls  
   Females, n (%)  Males, n (%)  Females, n (%)  Males, n (%)  
E*01:01  21  (55.3)  14  (36.8)  80  (55.6)  86  (59.7)  
E*01:03  17  (44.7)  24  (63.2) a  64  (44.4)  58  (40.3) a  
All alleles   38  (100)  38  (100)  144  (100)  144  (100)  
E*01:01*01:01  6  (31.6)  3  (15.8)  21  (29.2)  22  (30.6) 
E*01:01*01:03  9  (47.4)  8  (42.1)  38  (52.8)  42  (58.3) 
E*01:03*01:03  4  (21.0)  8  (42.1)b  13  (18.0)  8  (11.1)b 
All genotypes   19  (100)  19  (100)  72 (100)  72 (100) 
ª χ2 = 5.467; d.f. 01; P =  0.0194; O.R. = 2.5419, C.I. 95%: (1.2146 – 3.3196) 
b Fisher’s exact test; P = 0.0041; Pc = 0.0123; O.R. = 5.8182, C.I. 95%: (1.8052 
– 18.7522) 
CI: Confidence Interval 
 
Table 5 HLA-E allele sharing by couples in the assisted reproduction 
treatment group and in the control groupª.  
    ART   Fertile     
  Couples  Couples   
Alleles  n (%)  n (%)  P value 
Not Shared  17 (89.5)  64 (88.9)    
Shared    2  (10.5)    8  (11.1)   1.0 
ª Stastical sgnificance was assessed using Fisher 
exact test             
 
The haplotype inference generated 16 different haplotypes and the results of 
comparisons between the different groups showed some interesting data, but no 
significant differences were observed after Bonferroni correction for multiple 
comparisons (Table 6). The HLA-G*01:01:02-E*01:03 haplotype was detected in 
13.2% of ART couples as compared to 3.9% of fertile couples(P = 0.0243; Pc = 
0.3888) and in 21.1% of ART males as compared to 3.9% of fertile male (P = 
0.0061; Pc =0.0976). The HLA-G*01:01:01-E*01:01 haplotype showed opposite 
results, being 15.1% more frequent in fertile couples than in ART couples 
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(17.1%) (P = 0.0177; Pc = 0.2832), and 21.1% more frequent in fertile women 
than in ART women (13.1%) (P = 0.0245; Pc = 0.3920). In comparisons 
between ART males versus fertile males and successfully assisted reproduction 
treatment versus unsuccessfully ART, the HLA-G*01:01:02-E*01:01 haplotype 
was detected in 22.4% of fertile males as compared to 5.3% of ART males (P = 
0.0306; P = 0.4896) and in 15.8% of successfully ART as compared to 2.6% of 
unsuccessfully ART (P = 0.0093; Pc= 0.1488). The HLA-G*01:01:03-E*01:01 
haplotype was found only in ART couples with a frequency of 6.6% (P = 0.0038; 
Pc =0.0608) and the haplotype HLA-G*01:05N-E*01:03 was found in 2.6% of 
ART males and absent in fertile males (P = 0.0351; Pc = 0.5616).  
 
Table 6. Distribution of HLA-G - HLA-E haplotypic frequencies in couples 
submitted to assisted reproduction treatment (n = 19) and fertile couples (n = 
38). 
    
Assisted Reproduction 
Treatment  Fertile Controls 
   Females, n (%)  Males, n (%)  Females, n (%)  Males, n (%) 
G*01:01:01-E*01:01  5  (13.1)a  8  (21.0)  26  (34.2)a  23  (30.3) 
G*01:01:01-E*01:03  7  (18.4)  8  (21.0)  14  (18.4)  7  (9.2) 
G*01:01:02-E*01:01  10  (26.3)  2  (5.3)b  15  (19.7)  17  (22.4)b 
G*01:01:02-E*01:03  2  (5.3)  8  (21.0)c  3  (3.9)  3  (3.9)c 
G*01:01:03-E*01:01  2  (5.3)  3 (7.9)  0  (0)  0  (0) 
G*01:05N-E*01:03  1  (2.6)  1  (2.6)d  0  (0)  0  (0)d 
G*01:06-E*01:01  1  (2.6)  0  (0)  2  (2.6)  0  (0) 
G*01:01:07-E*01:01  0  (0)  0  (0)  0  (0)  1  (1.3) 
G*01:01:08-E*01:01  1  (2.6)  0  (0)  0  (0)  5  (6.6) 
G*01:01:08-E*01:03  3  (7.9)  0  (0)  5  (6.6)  8  (10.5) 
G*01:01:15-E*01:01  1  (2.6)  0  (0)  0  (0)  0  (0) 
G*01:03-E*01:01  0  (0)  1  (2.6)  7  (9.2)  5  (6.6) 
G*01:04:01-E*01:01  1  (2.6)  1  (2.6)  0  (0)  2  (2.6) 
G*01:04:01-E*01:03  3  (7.9)  4  (10.5)  4  (5.3)  4  (5.3 
G*01:04:03-E*01:01  0  (0)  0  (0)  0  (0)  1  (1.3) 
G*01:04:04-E*01:03  1  (2.6)  2  (5.3)  0  (0)  0  (0) 
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All hapltoypes   38(100.0)  38 (100.0)  76 (100.0)  76 (100.0) 
a Fisher’s exact test; P= 0.0245;  Pc= 0.3920 
b Fisher’s exact test; P= 0.0306;  Pc= 0.4896 
c Fisher’s exact test; P= 0.0061;  Pc= 0.0976 
d Fisher’s exact test; P= 0.0351;  Pc= 0.5616 
 
DISCUSSION 
The relevance of HLA-G and HLA-E expression in the fetal-maternal 
interface seems to be the inhibition of NK-cell mediated lysis as well as a 
possible influence in cytokine profile. Few studies concerning HLA-G and HLA-E 
polymorphisms in reproduction context have been performed and the 
conclusions regarding the association of these HLA genes polymorphisms are 
divergent and contradictory. The purpose of this study was to investigate HLA-G 
and HLA-E polymorphisms in couples submitted to ART and their meaning in 
treatment outcome. This was the first study to contemplate these two non-
classic HLA class I genes polymorphisms in association with the outcome of 
reproduction treatment. 
 We identified 12 different HLA-G alleles corresponding to 5 different HLA-
G proteins with similar distribution in ART couples and fertile couples. Although 
not statistically significant the HLA-G*01:01:08 allele, present in fertile control 
males with a frequency of 13.1%, was absent in the ART males (Table 1). 
Another interesting result in this study was the observation that 50% of fertile 
females carried G*01:01:01 allele as compared to 31.6% of ART females (P = 
0.0618; Pc = 1.0) and that 27.9% of fertile females were homozygous for this 
allele when compared to 5.3% of the ART females (P = 0.057; Pc = 0.684). The 
allelic frequencies of HLA-G*01:01:03 and G*01:05N were, respectively, 5.3% 
and 2.6% in ART females, and 5.7% and 0.8% in fertile females. This finding 
was consistent with studies performed by different researchers on Japanese, 
Finnish, Hungarian, Danish and Polish populations (21 - 25), which suggested 
that there is no significant association between the aforementioned alleles and 
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recurrent miscarriage as well as with in vitro fertilization failure. These findings 
are very interesting, as HLA-G*01:01:03 and G*01:05N have been associated 
with lower concentrations of soluble HLA-G (sHLA-G) and consequently are 
known as “low secretor” alleles (26). Interestingly higher sHLA-G concentrations 
in embryo culture media have been correlated with successful pregnancy after 
ART (27 - 30). In agreement with an earlier study of SIPAK-SZMIGIEL et al. 
(2008), our results suggest no significant increase in HLA-G allele sharing in 
ART couples compared with the controls (25). 
 Regarding HLA-E gene polymorphisms, we identified two distinct HLA-E 
alleles corresponding to two different HLA-E proteins. The HLA-E*01:03 allele 
was significantly increased in ART males as compared to fertile males (P = 
0.0194; OR = 2.5419). HLA-E*01:03 homozygote was also significantly 
increased in ART males (P = 0.0041; Pc = 0.0123; OR= 5.8182) when 
compared to fertile males, suggesting that this allele may be disadvantageous in 
natural conception and pregnancy outcome, whereas the E*01:01 allele may 
present a protective effect. No significant difference was observed in HLA-E 
allelic and genotypic frequencies between ART and fertile females. Interestingly, 
our results are divergent with those presented by TRIPATHI et al. (2006), who 
found a positive association between the E*01:01 allele and recurrent 
miscarriage (P = 0.043) (31) and KANAI et al. (2001), who found an increased 
but not significant difference in the frequency of the E*01:03 allele between 
miscarriage cases and fertile controls (32). Nevertheless our results were in 
agreement to those presented by STEFFENSEN et al. (1998), who did not found 
significant association between HLA-E alleles and recurrent miscarriage, with a 
similar distribution of E*01:01 and E*01:03 alleles in fertile females and females 
patients (33). 
The haplotype HLA-G*01:01:02-E*01:03 was found more frequently in 
ART couples than in fertile couples (Pc = 0.3888, OR = 3.6869) and in ART 
males than in fertile males (Pc = 0.0976, OR = 6.4889), suggesting that this 
haplotype MAY act as a risk factor for the process of natural conception and 
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subsequent maintenance of pregnancy. The HLA-G*01:01:02-E*01:03 haplotype 
is the combination of an intermediate HLA-G secretor allele (26) and a HLA-E 
allele which results in higher concentrations of the cell surface complexes and 
stronger affinity for ligands (34), leading to an unappropriate balance between 
inhibition and stimulation of NK activity, with main focus on cytokine secretion 
that generates a stable immunological environment. Similarly, the HLA-
G*01:01:03–E*01:01 haplotype was found only in ART couples (Pc = 0.0608, 
OR = 12.7500). It is noteworthy that when the reproduction treatment results 
were associated, this haplotype was absent in ART couples who were 
successfully treated. 
 On the other hand, the HLA-G*01:01:01-E*01:01 haplotype, more 
frequent in fertile couples than ART couples (Pc = 0.2832, OR = 0.4338) and in 
fertile females than ART females (Pc = 0.3920, OR = 0.2914), seems to be 
associated with gestational success. Another haplotype that might be acting 
similarly is HLA-G*01:01:02–E*01:01, which showed an increased frequency in 
fertile males compared to ART males (Pc = 0.4896; OR = 0.1928). When the 
reproduction treatment results were associated with this haplotype, we observed 
an overexpression in ART couples successfully treated (Pc = 0.1488; OR = 
5.6897), highlighting the paternal contribution in the process of embryo 
acceptance. Further investigations should be made to evaluate the possible 
significance of these results, given our small sample number. 
 Our results, together with several published studies, indicate that the 
process of human embryo implantation does not depend on a single contributing 
factor, as would be expected in complex and multifactorial process. The 
outcome of pregnancy is the result of a balance between activating and 
inhibitory signals in the fetal-maternal interface, which depend on maternal, 
paternal and fetal contributions and interactions. Future studies are necessary 
for the complementation and reinforcement of our results and of those published 
elsewhere. We are confident that the role of HLA-G and HLA-E products will 
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prove to be determinant in the intricate interactions that modulate immune 
responses in human pregnancy.  
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• Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas para 
as comparações de frequências alélicas de HLA-G; 
 
• Em relação aos alelos do gene HLA-E, o alelo E* 01:03 apresenta-se 
como um fator de desvantagem (risco) ao processo de concepção 
natural, enquanto o alelo E*01:01 apresenta efeito facilitador 
(protetor); 
 
• Os haplótipos G* 01:01:03 -E*01:01 e G*01:01:02 -E*01:03 poderiam 
conferir risco ao processo de concepção natural e conseqüente 
insucesso da gravidez aos seus portadores; 
 
• Os haplótipos G* 01:01:01 -E*01:01 e G*01:01:02 –E*01:01 poderiam 
conferir proteção ao processo de concepção natural e conseqüente 
sucesso da gravidez aos seus portadores.; 
 
• Nossos resultados juntamente com estudos previamente publicados 
indicam que o processo de implantação embrionária humana não 
depende de um único fator, como seria esperado para um processo 
complexo e multifatorial, e que o sucesso da gravidez é o resultado 
de um balanço de sinais ativadores e inibitórios na interface materno-
fetal, dependente de contribuições e interações maternas, paternas e 
fetais; 
 
• Estudos futuros são necessários para a complementação e reforço 
dos resultados encontrados pelo nosso trabalho. 
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APÊNDICE 1 – MATERIAL E MÉTODOS 
 
Caracterização da Amostra 
Realização de um estudo caso-controle composto por uma amostra paciente 
19 casais submetidos ao tratamento de reprodução assistida em clínicas de 
reprodução humana assistida de Curitiba-PR. Antes do tratamento todas as 
mulheres e seus parceiros foram submetidos a um programa de rastreamento 
padrão (análise espermática e avaliação do estado hormonal). Foram utilizados 
como critério de exclusão para o sexo feminino: idade superior a 35 anos, 
endometriose, diminuição da função ovariana, número de óvulos inferior a 3, e 
ausência de informações quanto as medidas do terceiro dia do ciclo (volume 
ovariano, contagem de folículo antral e níveis de FSH e estradiol), e critério de 
exclusão para o sexo masculino: azoospermia obstrutiva. Estes critérios foram 
adotados baseando-se em dados da Sociedade Americana de Medicina 
Reprodutiva para evitar que o insucesso implantacional observado seja devido 
à falhas em qualquer etapa do tratamento de reprodução. Do total de mulheres 
pacientes, 6 mulheres ficaram grávidas.  
A amostra controle foi constituída de 97 casais não relacionados (sem 
nenhum parentesco) pertencentes ao banco de amostras do Laboratório de 
Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH). O grupo controle incluiu casais 
com no mínimo duas gestações a termo sem complicações, mostrando-se 
saudáveis, sem registros de abortamentos e sem problemas de fertilidade. 
Estas amostras foram pareadas atendendo a critérios de mesmo grupo étnico, 
etário e sócio-econômico da amostra paciente. 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital de Clínicas, e todos 
os pacientes e controles assinaram um termo de consentimento livre e 
esclarecido para participação do estudo e coleta de sangue periférico (ver 
anexos: Termo de Consentimento e Fichas de Averiguação). A realização da 
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pesquisa e demais análises foi conduzida no Laboratório de Imunogenética e 
Histocompatibilidade (LIGH) do Departamento de Genética da Universidade 
Federal do Paraná.  
 
Extração de DNA 
A extração das amostras foi realizada através do método “salting-out”, que 
possibilita a obtenção de DNA de alto peso molecular e consiste, basicamente, 
no rompimento mecânico e/ou enzimático dos tecidos, extração das proteínas e 
ácidos graxos pela ação de solventes orgânicos e precipitação do DNA com 
etanol (JOHN et al.,1990, modificado por LAHIRI e NURNBERGER Jr, 1991).  
 
Cálculo da Concentração de DNA 
A concentração de DNA das amostras foi quantificada pela leitura da 
densidade ótica (D.O.), utilizando-se o espectrofotômetro Gene Quantpro 
RNA/DNA calculator. A diluição das amostras foi feita utilizando-se água Mili-Q, 
até a obtenção da concentração desejada de 30 ng/ul.  
 
Amplificação e Sequenciamento dos exons 2, 3 e 4 de HLA-G 
Após a diluição das amostras, foi realizada a amplificação dos exons 2, 3 e 4 
pela metodologia de PCR resultando em produtos de 588, 456 e 364 pb, 




Forward: 5’ TCCATGAGGTATTTCAGCGC 3’ 
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Forward: 5’ CCAGACCCTCTACCTGGGAGA 3’ 
Reverse: 5’ CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTG 3’ 
 
Exon 4 
Forward: 5’ CCATGAGAGATGCAAAGTGCT 3’ 
Reverse: 5’ TGCTTTCCCTAACAGACATGAT 3’ 
  
A PCR foi realizada de acordo com as seguintes condições para cada 
amostra:  
Exon 2 e Exon 3  
DNA Molde 0,3µg 
Tampão Taq  1X 
dNTPs 0,45mM/Cada 
Oligonucleotídeos Iniciadores 20pmoles/Cada 
MgCl2 1,5mM 
Taq Platinum Invitrogen 2,25U 
Agua Ultrapura q.s.p. 50µl 
 
Exon 4 
DNA Molde 0,3µg 
Tampão Taq  1X 
dNTPs 0,45mM/Cada 
Oligonucleotídeos Iniciadores 20pmoles/Cada 
MgCl2 2,0mM 
Taq Platinum Invitrogen 2,25U 
Agua Ultrapura q.s.p. 50µl 
Ciclagem: temperatura/tempo (Exon 2) 
Desnaturação Inicial 94ºC – 3´ 
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1 – Desnaturação 94ºC – 30´´ 
2 – Anelamento 66ºC – 30´´ 
3 – Alongamento 72ºC – 1´ 
Alongamento Final 72ºC – 7´ 
Número de Ciclos (passos 1, 2 e 3) 35 ciclos 
(Termociclador Techne 512) 
 
Ciclagem: temperatura/tempo (Exon 3) 
Desnaturação Inicial 94ºC – 3´ 
1 – Desnaturação 94ºC – 30´´ 
2 – Anelamento 68ºC – 30´´ 
3 – Alongamento 72ºC – 1´ 
Alongamento Final 72ºC – 7´ 
Número de Ciclos (passos 1, 2 e 3) 35 ciclos 
(Termociclador Techne 512) 
 
Ciclagem: temperatura/tempo (Exon 4) 
Desnaturação Inicial 94ºC – 3´ 
1 – Desnaturação 94ºC – 30´´ 
2 – Anelamento 66ºC – 30´´ 
3 – Alongamento 72ºC – 1´ 
Alongamento Final 72ºC – 7´ 
Número de Ciclos (passos 1, 2 e 3) 35 ciclos 
(Termociclador Techne 512) 
 
Após a amplificação, o produto de PCR foi purificado com Exonuclease I 
(Exo I) e Fosfatase Alcalina de Camarão (SAP), conforme protocolo abaixo, 
para isolar os fragmentos de PCR (exon 2, exon 3 ou exon 4). 
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Produto de PCR 12,0 µl  
Exo I 20U 
SAP 4U 
Tampão SAP  2X 
 
Ciclagem: Temperatura/Tempo 
1 – Incubação 37ºC – 60´ 
2 – Inativação enzimática 80ºC – 15´ 
(Número de Ciclos – Passos 1 e 2) 01 Ciclo 
 
Em seguida, as amostras foram submetidas à reação de seqüenciamento 
(cada primer  de cada exon em tubos separados) com o Kit Big Dye Terminator 
3.1 (Applied Biosystems) conforme protocolo abaixo: 
 
Master Mix – Amostra/Reação 
Terminator Ready Mix 1,5µl 
Fragmentos de PCR 6,9ng 
Primer Seqüenciamento 1,6pmol 
Tampão Save 0,5µl 
 
Master Mix – Controle/Reação 
Terminator Ready Mix 0,5µl 
p-Gen (Plasmídeo Controle) 1µl 
Primer (Kit) 2µl 
Tampão Save 2µl 
Agua Ultrapura 4,5µl 
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Ciclagem: Temperatura/Tempo 
Desnaturação Inicial 96ºC – 1´ 
1 – Desnaturação 96ºC – 15´´ 
2 – Anelamento 54ºC – 15´´ 
3 – Alongamento 60ºC – 4´ 
(Número de Ciclos – Passos 1, 2 e 3) 35 Ciclos 
 
Posteriormente, as amostras foram precipitadas para retirada dos primers, 
terminadores fluorescentes e outras impurezas, e obtenção de fragmentos de 
diversos tamanhos, marcados com os terminadores fluorescentes, de acordo 
com o protocolo abaixo: 
2 µl de acetato de sódio 3M (7,5 pH)  
25 µl etanol absoluto 
Centrifugação por 40 minutos em velocidade máxima e  um spin invertido; 
50 µl etanol 80% 
Centrifugação por 10 minutos em velocidade máxima, um spin invertido e 
evaporação do etanol no termociclador com a tampa aberta à 60ºC durante 5 
minutos. 
15 µl formamida  
Um spin, denaturação no termociclador à 95ºC durante 3 minutos e choque 
térmico freezer - 80ºC durante 40 segundos. 
O produto precipitado foi analisado em seqüenciador automático ABI-3130 
Applied Biosystems e os dados coletados pelos softwares ABI-3130 Collection e 
Sequencig Analysis.  
Os dados dos seqüenciamentos obtidos para os exons 2, 3 e 4 foram 
visualizados com a ajuda do software gratuito FinchTv (Geospiza, Inc). Cada 
amostra foi alinhada com as seqüências genômicas de alelos oficiais 
(reconhecidos pela WHO e pelo Sistema de Informação Internacional de 
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Imunogenética – IMGT) e cada polimorfismo único de nucleotídeos (SNP) 
detectado foi individualmente anotado. Deste modo foi possível identificar os 
dois alelos presentes em cada indivíduo. Após esta etapa os dados foram 
analisados estatisticamente.  
 
Amplificação e Sequenciamento dos exon 3 de HLA-E 
Após a diluição das amostras, foi realizada a amplificação do 3 pela 
metodologia de PCR resultando em um produtos de 985 pb, usando os 
seguintes primers:  
 
     Exon 3 
Forward: 5’ GGGGTCGGGATGGAAACGGC 3’ 
Reverse: 5’ TGAGGTCTGTCAGCTGTGGG 3’ 
 
A PCR foi realizada de acordo com as seguintes condições para cada 
amostra: 
Exon 2 - 3  
DNA Molde 0,3µg 
Tampão Taq  1X 
dNTPs 0,45mM/Cada 
Oligonucleotídeos Iniciadores 20pmoles/Cada 
MgCl2 1,4mM 
Taq Platinum Invitrogen 2,25U 
Agua Ultrapura q.s.p. 50µl 
 
Ciclagem: temperatura/tempo (Exon 2 - 3) 
Desnaturação Inicial 94ºC – 3´ 
1 – Desnaturação 94ºC – 15´´ 
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2 – Anelamento 69ºC – 30´´ 
3 – Alongamento 72ºC – 1´ 
Alongamento Final 72ºC – 7´ 
Número de Ciclos (passos 1, 2 e 3) 35 ciclos 
(Termociclador Techne 512) 
 
Após a amplificação, o produto de PCR foi purificado com Exonuclease I 
(Exo I) e Fosfatase Alcalina de Camarão (SAP), conforme protocolo abaixo, 
para isolar os fragmentos de PCR (exon 2 - exon 3). 
 
Produto de PCR 24,0 µl  
Exo I 40U 
SAP 8U 
Tampão SAP 1 4X 
 
Ciclagem: Temperatura/Tempo 
1 – Incubação 37ºC – 60´ 
2 – Inativação enzimática 80ºC – 15´ 
(Número de Ciclos – Passos 1 e 2) 01 Ciclo 
 
Em seguida, as amostras foram submetidas à reação de seqüenciamento 
(cada primer em tubos separados) utilizando-se mais um primers interno (Exon 
3 Forward: CGGAACCCGCCCAGACCCTAS), com o Kit Big Dye Terminator 3.1 
(Applied Biosystems) conforme protocolo abaixo: 
 
Master Mix – Amostra/Reação 
Terminator Ready Mix 1,0µl 
Fragmentos de PCR 6,9ng 
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Primer Seqüenciamento 1,6pmol 
Tampão Save 0,5µl 
 
Master Mix – Controle/Reação 
Terminator Ready Mix 0,5µl 
p-Gen (Plasmídeo Controle) 1µl 
Primer (Kit) 2µl 
Tampão Save 2µl 
Agua Ultrapura 4,5µl 
 
Ciclagem: Temperatura/Tempo 
Desnaturação Inicial 96ºC – 1´ 
1 – Desnaturação 96ºC – 15´´ 
2 – Anelamento 54ºC – 30´´ 
3 – Alongamento 60ºC – 4´ 
(Número de Ciclos – Passos 1, 2 e 3) 35 Ciclos 
 
Posteriormente, as amostras foram precipitadas para retirada dos primers, 
terminadores fluorescentes e outras impurezas, e obtenção de fragmentos de 
diversos tamanhos, marcados com os terminadores fluorescentes, de acordo 
com o protocolo abaixo: 
2 µl de acetato de sódio 3M (7,5 pH)  
25 µl etanol absoluto 
Centrifugação por 40 minutos em velocidade máxima e  um spin invertido; 
50 µl etanol 80% 
Centrifugação por 10 minutos em velocidade máxima, um spin invertido e 
evaporação do etanol no termociclador com a tampa aberta à 60ºC durante 5 
minutos. 
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15 µl formamida  
Um spin, denaturação no termociclador à 95ºC durante 3 minutos e choque 
térmico freezer - 80ºC durante 40 segundos. 
O produto precipitado foi analisado em seqüenciador automático ABI-3130 
Applied Biosystems e os dados coletados pelos softwares ABI-3130 Collection e 
Sequencig Analysis.  
Os dados dos seqüenciamentos obtidos para o Exon 3 foram visualizados 
com a ajuda do software gratuito FinchTv (Geospiza, Inc). Cada amostra foi 
alinhada com as seqüências genômicas de alelos oficiais (reconhecidos pela 
WHO e pelo Sistema de Informação Internacional de Imunogenética – IMGT) e 
cada polimorfismo único de nucleotídeos (SNP) detectado foi individualmente 
anotado (Figuras 9,10 e 11). Deste modo foi possível identificar os dois alelos 
presentes em cada indivíduo. Após esta etapa os dados foram analisados 
estatisticamente. 
      Figura 9. Eletroferograma HLA-E, Exon 3 SNP1446 A – alelo 0101 
 
Figura 10. Eletroferograma HLA-E, Exon 3 SNP1446 G – alelo 0103 
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As freqüências genotípicas foram obtidas por contagem direta e comparadas 
com as freqüências esperadas (segundo o Teorema de Hardy-Weinberg) com o 
auxílio do programa Arlequin v 3.1 (EXCOFFIER et al., 2006). As freqüências 
alélicas foram obtidas através da fórmula: 
 
fal = n / 2N           
Sendo fal a freqüência relativa e n a freqüência absoluta do alelo. 
A estimativa de freqüências haplotípicas foi realizada usando-se o algoritmo 
convencional EM (Maximum-Likelihood estimation), com um valor de boostraps 
igual à 9.999.  
As freqüências alélicas, genotípicas e haplotípicas de mulheres e homens 
pacientes e mulheres e homens controles foram comparadas método de χ2 
(qui-quadrado)  e teste exato de Fisher com o uso do programa BioEstat 5.0. 
Para as comparações que mostraram significância (P<0,05), o Odds Ratio (OR) 
com Intervalo de Confiança de 95% com auxílio do método de Woolf, (1955) foi 
calculado. Quando um dos dados da tabela apresentou valor zero foi utilizado a 
Correção de Haldane, que consiste de acrescentar o valor de 0,5 a todas as 
células da tabela de contingência com o objetivo de prevenir erro de cálculo do 
OR quando da divisão de um valor por zero. Foram consideradas significativas 
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as associações com P< 0,05 e como próximas ao limiar de significância 
(tendência) os valores de P > 0,05 e < 0,10. 
A investigação de possíveis diferenças de combinações histo-incompatíveis 
de HLA-G e HLA-E entre as mulheres e seus parceiros no grupo paciente 
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APÊNDICE 2 – FICHA DE AVERIGUAÇÃO 
Laboratório de Imunogenética. Departamento de Genética – UFPR 
PROJETO: Estudos genéticos sobre HLA e Fertilidade 
 
CASAL PACIENTE 
CASAL FER – 
1 – Identificação do Casal 
1 - Nome da mulher 
2 - Data de Nasc.   Idade    G. Étnico 
3 – Profissão       G. Sanguíneo 
4 – Nome do Marido 
5 – Data de Nasc.   Idade    G. Étnico 
6 – Profissão      G. Sanguíneo 
7 – Endereço:        Nº 
Apartamento   Bairro   Cidade   Estado 
CEP    Tel. Res.    Tel. Com. 
2 – Dados do Casal Atual 
1 – Data de união     Consangüinidade: (  )S  (  )N 
2 – Idade da mulher ao se casar   Grau de parentesco: 
3 – Nº total de tratamentos de reprodução:  
4 – Abortos (    )    Natimortos (    ) 
5 – Outras uniões ou casamentos:   Consangüinidade: (  )S 
 (  )N 
6 – Data da união:     Nº de concepções: 
7 – Idade da mulher ao se casar 
8 – Outras uniões ou casamentos:   Consangüinidade: (  )S 
 (  )N 
9 – Data da união:     Nº de concepções: 
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10 – Idade da mulher ao se casar  
3 – Antecedentes Maternos 
1 – Concebe facilmente 
2 – Usa método anticoncepcional?   Há quanto tempo?  Qual? 
3 – Idade da primeira menstruação 
4 – Enfermidade aguda?   Especifique: 
5 – Enfermidade crônica? 
6 – Doença auto-imune? 
7 – Recebeu transfusão sanguínea?   Quando? 
4 – Resumo da História Clínica 
1 – Nome do médico 
2 – Histórico 
 
5 – Heredograma 
 
6 – Outros fatores 
1 – Fatores femininos 
a) Problemas ovulatórios com Clamídias 
b) Cervix incompetente 
c) Síndrome de Asherman 
d) Endometriose 
e) Efeito da fase luteal 
2 – Fatores masculinos 
a) Prostatite 
3 – Fatores do Casal 
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Laboratório de Imunogenética. Departameto de Genética – UFPR 
CONTROLES: Estudos genéticos sobre HLA e Fertilidade 
 
CASAL CONTROLE 
CASAL FER – 
1 – Identificação do Casal 
1 - Nome da mulher 
2 - Data de Nasc.   Idade    G. Étnico 
3 – Profissão       G. Sanguíneo 
4 – Nome do Marido 
5 – Data de Nasc.   Idade    G. Étnico 
6 – Profissão      G. Sanguíneo 
7 – Endereço:        Nº 
Apartamento   Bairro   Cidade   Estado 
CEP    Tel. Res.    Tel. Com. 
2 – Dados do Casal Atual 
1 – Data de união     Consangüinidade: (  )S  (  )N 
2 – Idade da mulher ao se casar   Grau de parentesco: 
3 – Nº total de concepções:  Abortos:  Natimortos: N. vivos: 
4 – Concepções:  1ª  2ª  3ª  4ª  5ª 6ª 
5 – Outras uniões ou casamentos:   Consangüinidade: (  )S 
 (  )N 
6 – Data da união:     Nº de concepções: 
7 – Idade da mulher ao se casar 
8 – Outras uniões ou casamentos:   Consangüinidade: (  )S 
 (  )N 
9 – Data da união:     Nº de concepções: 
10 – Idade da mulher ao se casar  
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3 – Antecedentes Maternos 
1 – Concebe facilmente 
2 – Usa método anticoncepcional?   Há quanto tempo?  Qual? 
3 – Idade da primeira menstruação 
4 – Enfermidade aguda?   Especifique: 
5 – Enfermidade crônica? 
6 – Doença auto-imune? 
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APÊNDICE 3 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
a) Você está sendo convidado a participar como: ( ) PACIENTE ( )CONTROLE 
de um estudo intitulado “DETECÇÃO DE MARCADORES MOLECULARES NO 
PROGNÓSTICO E ACEITAÇÃO DO ALOENXERTO E ENXERTO SEMI-
ALOGÊNICO”. É através das pesquisas, inclusive básicas, que ocorrem os 
avanços na medicina, e sua participação é de fundamental importância; 
b) O objetivo desta pesquisa é tentar contribuir para que órgãos transplantados 
como o rim sejam melhor aceitos pelo receptor, bem como contribuir para tentar 
esclarecer fenômenos relacionados aos abortos recorrentes de causas 
desconhecidas e ao sucesso implantacional. E a participação de controles 
neste caso é de fundamental importância, pois através das comparações entre 
transplantes bem aceitos ou não é que poderemos chegar a fatos importantes, 
assim como entre aqueles casais com abortos de repetição e aqueles casais 
com dois ou mais filhos; 
c) Caso você participe da pesquisa, será necessário que você forneça uma 
amostra de sangue (10ml); 
d) O único inconveniente que você poderá experimentar é a dor pela picada na 
hora da coleta de sangue, bem como pequenos hematomas que possam vir a 
ocorrer, e que não causam danos a pacientes ou controles; 
e) Não há riscos para você; 
f) Para tanto você deverá comparecer ao LIGH, para coleta de sangue; 
g) A pesquisadora responsável pelo projeto, Profa. Maria da Graça Bicalho – 
fone: 361-1729 poderá ser contatada no LIGH; 
h) Está garantido que você terá todas as informações que você queira, antes, 
durante e depois da pesquisa; 
i) A sua participação neste estudo é voluntária. Você tem a liberdade de recusar 
participar da pesquisa; 
j) As informações relacionadas à pesquisa poderão ser inspecionadas pelos 
pesquisadores que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, 
se qualquer informação for divulgada em relatório, publicação ou por qualquer 
meio, isto será feito de forma codificada, para que a confidencialidade seja 
mantida; 
l) Todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa (exames) não 
são de responsabilidade dos pacientes ou controles; 
m) Pela sua participação na pesquisa você não receberá qualquer valor em 
dinheiro; 
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Eu, ................................................................................................. li o texto 
acima e compreendi a natureza e objetivo da pesquisa para a qual fui 
convocado a participar. A explicação que recebi menciona o fato 
relacionado a coleta de sangue e seus inconvenientes. Eu entendi que sou 
livre para interromper ou não participar da pesquisa. 
Eu concordo, voluntariamente, em participar desta pesquisa. 
 
Ass. Paciente/Controle  __________________________________________ 
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9. ANEXOS 
ANEXO 1 – APROVAÇÃO DA PESQUISA PELO COMITÊ DE ÉTICA DO 
HOSPITAL DE CLÍNICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ. 
 
